S y n t h e s i s o f c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g , b i o t i n y l a t e d p r o d r u g a n d b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e T h e s y n t h e s i s o f t h e c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g w a s b a s e d o n tw o p r e v i o u s p u b l i c a t i o n s (W e b
e r e t a l . 1 9 9 0 ; H e n n a r d e t a l . 2 0 0 1 ) . T h e b i o t i n y l a t e d p r o d r u g a n d b i o t i n y l a t e d fl u o r e s c e n t a n a l o g u e w e r e s y n t h e s i z e d b y c o u p l i n g a c omm e r c i a l l y a v a i l a b l e b i o t i n y l a t i o n r e a g e n t t o m a l e im i d e s o f e i t h e r t h e p r o d r u g o r fl u o r e s c e i nv i ag l u t a t h io n e . D e t a i l s o f t h e s y n t h e s e s a r e i n t h e S u p p l em e n t a r y m a t e r i a l [ S u p p l em e n t a r y m a t e r i a l i s a v a i l a b l e v i aa m u l t im e d i a l i n k o n t h e o n l i n e a r t i c l e w e b p a g e ] .
M e a s u r em e n t o f k i n e t i 
1% t r i fl u o r o a c e t i c a c i d ( T F A ) H P L C r u n n i n g b u f f e r . T h e f r e e c i p r o fl o x a c i n p r od u c e d b y t h e b a s e c a t a l y z e d c l e a v a g e w a s i d e n t i fi e d a s a d i s t i n c t b a n d w i t h a n a b s o r b a n c e a t 3 2 5 nm m e a s u r e d u s i n g r e v e r s e p h a s e H P L C . D e t a i l s o f t h e i n s t r um e n t a t i o n
a n d r u n n i n g p a r am e t e r s a r e i n t h e S u p p l em e n t a r y m a t er i a l . D a t a w e r e l e a s t -s q u a r e s fi t t oa fi r s t o r d e r r a t e e q u at i o n u s i n g S i gm a P l o t 2 . 0 ( J a n d e l S c i e n t i fi c , S a n R a f a e l , CA , U SA ) .
V i s u a l i z a t i o n o f t h e b i o fi lm u s i n g c o n f o c a l m i c r o s c o p y C o n f o c a l l a s e r s c a n n i n g m i c r o s c o p e ( C L SM ) im a g e s w e r e a c q u i r e d w i t h a L e i c a T C S -S P 2 -AO B S ( L e i c a M i c r o s y s t em s , B u f f a l o G r o v e , I L , U SA ) . B i ofi lm m i c r oc o l o n i e s w e r e v i s u a l i z e d t h r o u g h t h e u n d e r s i d e o f t h e w e l l s u s i n g t h e p r o t o c o l s o f S u c i e t a l .
( 2 0 1 0 ) a n d S u c i a n d Y o u n g ( 2 0 1 1 ) . Im a g e s w e r e c o l l e c t e d w i t h a 6 3X 0 . 9 NA H CX A PO LU -V -I w a t e r imm e r s i o n o b j e c t i v e . F l u o r e s c e n c e em i s s i o n s f r om d i f f e r e n tfl u o r o p h o r e s w e r e d i s c r im i n a t e d u s i n g a c o u s t o -o p t i c a l t u n a b l efi l t e r s ( S u c i e t a l . 2 0 1 0 ; S u c i & Y o u n g 2 0 1 1 ) . Im a g e s w e r e a c q u i r e d a t 2 . 0 μ m i n t e r v a l s t h r o u g h o u t t h e d e p t h o f t h e b i ofi lm s . S t a c k s w e r e c om b i n e d i n Im a r i s s o f tw a r e ( B i t p l a n e AG , Z ü r i c h , Sw i t z e r l a n d ) t o y i e l d fi n a l im a g e s . T h e b i o v o u lm e o fA a c o l o n i e s w e r e d e t e rm i n e d u s i n g t h e Im a r i s v o l um e t r i c a n a l y s i s s o f tw a r e a d d -o n ( P e r i a s am y & K o l e n b r a n d e r 2 0 0 9 ; S u c i & Y o u n g 2 0 1 1 ) . K i n e t i c s o fA a-s p e c i fi c a n t i b o d y b i n d i n g t o t h e b i o fi lm T h eA a -s p e c i fi c t a r g e t i n g r e a g e n t w a s a m o n o c l o n a l a n t ib o d y ( A a -mA b ) 3 2 5AA 2 (Gm ü r & T h u r n h e e r 1 9 9 6 ) a g a i n s tA a , i s o t y p e m I gG 2 b , p r o d u c e d i n m i c e , d o n a t e d b y R u d o l f Gm ü r , U n i v e r s i t y o f Z ü r i c h a n d p u r i fi e d a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( S u c i e t a l . 2 0 1 0 ) . T h eA a -mA b 3 2 5AA 2 e p i t o p e w a s s h ow n t o b e h i g h l y s p e c i fi c f o rA a (Gm ü r & T h u r n h e e r 1 9 9 6 ) . F o r m e a s u r em e n t o f t h e k i n e t i c s o f b i n d i n g o f t h eA a -mA b t o t h e b i o fi lm , t h e b i o fi lm w a sfi r s t e x p o s e d t o 1% b o v i n e s e r um a l b um i n ( B SA ) i n 1 0 mM p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e ( P B S ; pH 7 . 0 , 1 0 0 mM N a C l ) f o r 5 m i n t o b l o c k n o n -s p e c i fi c b i n di n g . T h i s w a s f o l l ow e d b y a r i n s e w i t h P B S . B i o fi lm s c u l t u r e d i n d i f f e r e n t w e l l s w e r e e x p o s e d t oA a -mA bf o r 5 , 1 0 , 3 0 o r 6 0 m i n , r i n s e d w i t h P B S a n d e x p o s e d t o a fl u o r e s c e n t l y t a g g e d s e c o n d a r y a n t i -m o u s e a n t i b o d y (A b ; A l e x a F l u o r 4 8 8 r a b b i t a n t i -m o u s e I gG ; L i f e T e c h n o l og i e s , G r a n d I s l a n d , NY , U SA ) f o r 6 0 m i n . B i o fi lm s w e r e s u b s e q u e n t l y s t a i n e d w i t h a n u c l e i c a c i d s t a i n ( SY TO 5 9 ; I n v i t r o g e n , C a r l s b a d , CA , U SA ) b e f o r e v i s u a l i z a t i o n u s i n g C L SM . G r e e n a n d r e d p i x e l i n t e n s i t i e s w e r e o b t a i n e d f r om im a g e s c o n s i s t i n g o f t h e s um o f t h e c om p o s i t e s e c t i o n s u s i n g A d o b e P h o t o s h o p 7 . 0 s o f tw a r e (A d o b e S y s t em s I n c . , S a n J o s e , CA , U SA ) .
T a r g e t i n g o f t h e b i o fi lm w i t h b i o t i n y l a t e d p r o d r u g a n d b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e T h e b i o t i n y l a t e d p r o d r u g a n d t h e b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e w e r e b o t h u s e d t o t a r g e t 2 4 h o l d b i o fi lm s o f A a u s i n g a m u l t i s t e p p r o c e d u r e . T h e b i o fi lm w a sfi r s t e x p o s e d t o 1% B SA i n P B S f o r 5 m i n . T h i s w a s f o ll ow e d b y a s e r i e s o f e x p o s u r e s t o t h e f o l l ow i n g r e a g e n t s w i t h a r i n s e w i t h P B S b e tw e e n e a c h s t e p : ( 1 ) A a -mA b , 5 0 m i n ; ( 2 ) b i o t i n y l a t e d s e c o n d a r y A b ( b i o t i n -r a b b i t a n t i m o u s e I gG ; I n v i t r o g e n ) , 5 0 m i n ; ( 3 ) s t r e p t a v i d i n ( I n v i t r og e n ) , 3 0 m i n ; a n d ( 4 ) e i t h e r t h e b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e o r t h e b i o t i n y l a t e d p r o d r u g , 3 0 m i n . T h e p r im a r y a n d s e c o n d a r y A b a n d t h e s t r e p t a v i d i n w e r e d i ss o l v e d i n P B S ( pH 7 . 0 ) a t 5 0 μ g m l 1 . T h e b i o t i n y l a t e d fl u o r e s c e n t a n a l o g u e w a s d i s s o l v e d i n P B S ( pH 7 . 0 ) a t 5 μ M . T h e b i o t i n y l a t e d p r o d r u g w a s s t o r e d i n DM F u n t i l m i n u t e s b e f o r e e x p o s u r e a n d d i s s o l v e d i n P B S ( pH 6 . 3 ) a t 5 μ M f o r r e a c t i o n w i t h t h e b i ofi lm . F l u o r e s c e i n l a b e l l e d s t r e p t a v i d i n ( I n v i t r o g e n ) w i t h a m e a n l a b e l l i n g r a t i o o f 1 . 6fl u o r e s c e i n p e r s t r e p t a v i d i n w a s u s e d i n s t e p 3 ) a s a s t a n d a r d o f c om p a r i s o n . B i o fi lm s w e r e c u l t u r e d f o r a n a d d i t i o n a l 1 8 h a n d t h e n a s s a y e d f o r v i a b l e c e l l s . F o r c f u a n a l y s i s , w e l l s w e r efi r s t r i n s e d (2 ) w i t h 2 0 0 μ l o f P B S a n d t h e n 1 2 0 μ l o f P B S w e r e a d d e d t o e a c h w e l l . B i ofi lm w a s d i s p l a c e d f r om t h e s u r f a c e b y s c r a p i n g w i t h a 2 0 μ l p i p e t t i p i n a c i r c u l a r m o t i o n f o r 2 0 r e p e t i t i o n s f o l l ow e d b y d r aw i n g 2 0μ l o f t h e s o l u t i o n u p i n t o t h e p i p e t t i p a n d i n j e c t i n g b a c k i n t o t h e w e l l . T h i s p r o c e d u r e w a s r e p e a t e d 2 0 f o r e a c h w e l l . A 2 0μ l a l i q u o t o f t h e P B S c e l l s u s p e n s i o n w a s u s e d t o m a k e d i l u t i o n s f o r c f u a n a l y s i s a n d m e a s u r em e n t s o f t h e o p t i c a l d e n s i t y o f 8 0 μ l o f t h e s u s p e n s i o n w e r e a c q u i r e d a t 6 0 0 nm (OD 6 0 0 ) u s i n g a UV -v i s p l a t e r e a d e r (H T S -X T ; B r u k e r O p t i c s I n c . , B i l l e r i c a , MA , U SA ) . T h e c e l l s u s p e n s i o n c o n s i s t e d o f a m i x t u r e o f s i n g l e c e l l s a n d c e l l a g g r e g a t e s . A p o s s i b l e c o n s e q u e n c e o f t h e p r e s e n c e o f a g g r e g a t e d c e l l s i s a n u n d e r e s t im a t i o n o f t h e e x t e n t o f k i l l i n g , s i n c e i t w o u l d o n l y r e q u i r e o n e v i a b l e c e l l i n a n a g g r e g a t e t o a c t a s a c f u . P r e l im i n a r y s t u d i e s i n d i c a t e d t h a t t h e e x t e n t o f a g g r e g a t i o n w a s t h e s am e f o r b i o fi lm s e x p o s e d t o c i p r o fl o x a c i n a n d n o t e x p o s e d t o c i p r o fl o x ac i n ( d a t a n o t s h ow n ) . M e a s u r em e n t o f t h e t a r g e t e d b i o t i n y l a t e d fl u o r e s c e n t a n a l o g u e a n d u s e d a s a n e s t im a t e o f t h e am o u n t o f t a r g e t e d p r od r u g . T h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e i n t h e b u l k m e d i um w a s d e t e rm i n e d b y t h e a b s o r b a n c e o ffl u o r e s c e i n a t 4 8 0 nm . I n o r d e r t o o b t a i n a s u f fi c i e n t v o l um e f o r a c c u r a t e d e t e rm i n a t i o n o f t h e d i f f e re n c e i nfl u o r e s c e i n a b s o r b a n c e f o r t a r g e t e d a n d N T b i ofi lm s , e x p o s u r e t o t h e b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e i n t h e l a s t t a r g e t i n g s t e p w a s i n 2 5 μ l v o l um e s a n d s o l ut i o n s f r om e i g h t w e l l s w e r e c om b i n e d f o r e a c h o f t h e t h r e e e x p e r im e n t s . B i o fi lm v o l um e s w e r e c om p u t e d f r om C S LM im a g e s o f t h e b i o fi lm s u s e d f o r t h e d e p l e t i o n a s s a y a n d u s e d t o e s t im a t e p r o d r u g c o n c e n t r a t i o n i n t h e b i o fi lm . T h e m e a n v o l um e s w e r e e s t im a t e d f r om b i o fi lm s i n t h r e e s e p a r a t e w e l l s .
M o d e l o f t im e d e p e n d e n c e o f c i p r ofl o x a c i n c o n c e n t r a t i o n i n t h e b i o fi lm T em p o r a l c h a n g e i n d r u g c o n c e n t r a t i o n i n t h e b i o fi lm w a s a p p r o x im a t e d u s i n g a o n e d im e n s i o n a l m o d e l . T h e m o d e ll i n g w a s im p l em e n t e d w i t h t h e p r o g r am AQUA S IM , 2 . 0 ( P e t e r R e i c h e r t , C om p u t e r S y s t em s S c i e n c e s D e p a r tm e n t , EAW AG , Sw i t z e r l a ) , xi s t h e d i s t a n c e i n t o t h e b u l k m e d i um f r om t h e p l a n e o f t h e b i o fi lm ( μ m ) , t i s t im e (m i n ) a n d D ) i s t h e fi r s t o r d e r r a t e c o n s t a n t f o r p r o d r u g c l e a v a g e .C T a n dk D w e r e b o t h m e as u r e d em p i r i c a l l y . T h e t im e d e p e n d e n t v a r i a b l e ,C F ( t ) , i s f r e e c i p T h e r e l a t i o n s h i p p r e d i c t s t h a t D i s i n v e r s e l y p r o p o r t i o n a l t o a b s o l u t e v i s c o s i t y ( μ ) a n d p r o p o r t i o n a l t o t em p e r a t u r e (K ) . T h e B o l t zm a n n c o n s t a n t ( k ) a n d t h e h y d r a t e d r a d i u s ( r ) w e r e n o t u s e d i n t h e c a l c u l a t i o n s .
n d ) . D r u g c o n c e n t r a t i o n i s i n c r e a s e d i n t h e b i o fi lm a s t h e p r o d r u g i s c l e a v e d , a n d i s d e c r e a s e d i n t h e b i o fi lm b y d i f f u s i o n i n t o t h e b u l k m e d i um a n d b y n o n -s p e c i fi c a d s o r p t i o n o f t h e d r u g t o t h e b i o fi lm . D i f f us i o n i n t o t h

r o fl o x a c i n i n t h e b i o fi lm p r o d u c e d b y c l e a v a g e o f t h e p r o d r u g ( om i t t i n g l o s s e s d u e t o d i f f u s i o n o r a d s o r p t i o n p r o c e s s e s ) . E x p r e s s i o n s f o r t h e n o n -s p e c i fi c a d s o r p t i o n r a t e ( r A ) a r e d e s c r i b e d i n t h e S u p p l em e n t a r y m a t e r i a l . T h e S t o k e s -E i n s t e i n r e l a t i o n w a s u s e d t o a d j u s t t h e d i f f u s i o n c o e f fi c i e n t f o r v i s c o s i t y .
D¼k T = 6 p l r ð 5 Þ F i g u r e 2 . T a r g e t i n g s c h em e . ( a ) M a l e im i d e s o f t h e p r o d r u g o rfl u o r e s c e i n w e r e l i n k e d t o a b i o t i n y l a t i o n r e a g e n tv i aa g l u t a t h i o n e c o u p l e r w i t h c o n j u g a t i o n a t t h e s u l f h y d r y l ( a r r ow ) . ( b ) B i o t i n y a t e d c om p o u n d s w e r e t a r g e t e d t o t
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rm i n a t i o n o f t h e am o u n t o f c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g d e l i v e r e d t o t h e b i o fi lm sv i a t h e b i o t i n -s t r e p t a v i d i n c o u p l e . T h e t a r g e t i n g s c h em e t h a t i s d e s c r i b e d i n t h e m e t h o d s s e c t i o n i s s umm a r i z e d i n F i g u r e 2 b . T h e s i z e o f b i om o l e c u l e s , s u c h a s I gG A b , h a s b e e n s h ow n t o s i g n i fi c a n t l y h i n d e r t r a n s p o r t i n t o o r a l b i o fi lm s ( T h u r n
t i o n s . T h i s i n d i c a t e s t h a t t h e r a t e l im i t i n g s t e p i n t h e p r o c e s s o f b i n d i n g t o b i o fi lm s o fA a w a s t h e r a t e o f d i f f u s i o n o f t h e r e l a t i v e l y l a r g eA a -mA b i n t o t h e m i c r oc o l o n i e s , r a t h e r t h a n t h e k i n e t i c s o fA a -mA b b i n d i n g t o t h e c e l l w a l l e p i t o p e s . F i f t y m i n u t e e x p o s u r e t im e s w e r e c h o s e n f o r t h e p r im a r y a n d s e c o n d a r y A b a s a c om p r om i s e b e tw e e n o p t im i z i n g t a r g e t i n g d e n s i t y a n d m i n im i zi n g t h e t im e r e q u i r e d t o c om p l e t e t h e s e q u e n c e o f l a b e l l i n g r e a c t i o n s . I n o r d e r t o c o n fi rm t h a t t h e b i o t i n y l a t e d c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g a n d t h e b i o t i n y l a t e dfl u o r e s c e n t a n a l o g u e w e r e b i n d i n gv i at h e b i o t i n f u n c t i o n a l g r o u p , s p e c i fi c a l l y t o s t r e p t a v i d i n i n t h e s e q u e n c e o f r e a c t i o n s , a b i o fi lm o f A a t h a t h a d b e e n r e a c t e d w i t h t h e p r im a r y a n d s e c o n d a r y A b a n d t h e n s t r e p t a v i d i n w a s r e a c t e d w i t h e i t h e r b i o t i n i n s o l u t i o n o r t h e b i o t i n y l a t e d c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g . B o t h b i o t i n a n d t h e b i o t i n y l a t e d c i p r o fl o x a c i n b l o c k e d b i n d i n g o f t h e b i o t i n y l a t e d fl u o r e s c e n t a n a l o g u e ( F i g u r e 4 ) , i n d i c a t i n g t h a t b o t h t h e b i o t i n y l a t e dfl u o r e sc e n t a n a l o g u e a n d t h e b i o t i n y l a t e d c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g u t i l i z e d t h e b i o t i n -s t r e p t a v i d i n s p e c i fi c c o u p l e . T h e i n s e r t i n F i g u r e 4 s h ow s a c o n f o c a l im a g e o f t h e fl u o r e s c e n c e f r om t h e b i o t i n y l a t e d fl u o r e s c e n t a n a l o g u e t a r g e t e d t o t h e b i o fi lm u s i n g t h e s c
h em e o u t l i n e d i n F i g u r e 2 b . S im i l a r t o t h e im a g e s i n F i g u r e 3 c , t h e p e r i p h e r y o f t h eA a m i c r o c o l o n i e s a r e b r i g h t e r t h a n t h e i n t e r i o r , s u g g e s t i n g t h a t t a r g e t i n g i s i n c om p l e t e d u e t o l im i t a t i o n s o f t r a n sp o r t i n g t h e r e l a t i v e l y l a r g e A b .
h e b i o t i n y l a t e d fl u o r e s c e n t a n a l o g u e w a s u s e d t o e s t im a t e t h e am o u n t o f c i p r o fl o x a c i n p r o d r u g t a r g e t e d t o b i o fi lm s o f A a v i at h e b i o t i n -s t r e p t a v i d i n c o u p l e u s i n g a d e p l e t i o n a s s a y a s d e s c r i b e d i n t h e m e t h o d s s e c t i o n ( T a b l e 1 ) . T h e e s t im a t e d t o t a l am o u n t o f c i p r o fl o x a c i n t a r g e t e d t o t h e b i o fi lm w a s i n t h e n g cm
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